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論文内容要旨
 グルタミン酸は網膜において興奮性アミノ酸としての働きがあることが知られている。網膜に
 おいては視細胞,双極細胞,一一部のアマクリン細胞,神経節細胞などの神経伝達物質がグルタミ
 ン酸であると考えられている。
 グルタミン酸を神経伝達物質とする網膜を含めた多くの神経細胞において,グルタミン酸受容
 体はイオンチャネル内在型とG蛋白に関連する代謝型とがある。イオンチャネル内在型は,さ
 らに,NMDA(N-methy1-D-aspartate)型とnon-NMDA(AMPA/KA二α一amino-3-hydroxy-
 5-methyl-isoxazole-4-propionicacid/kainate)型に分けられ,NMDA受容体は高いCa2r透
 過性をもち,グルタミン酸と結合し,Ca2'の細胞内への流入を引き起こす。短時間のグルタミ
 ン酸刺激によるチャネルの活動時間が極めて長いのがNMDA受容体の特徴であるが,この性質
 は,シナプスの可塑性変化の発現,神経細胞死へのNMDA受容体の関与を考える上で重要であ
 る。Non-NMDA受容体は,Ca2申'透過性は低いものの,高いNa+透過性を有し,グルタミン酸
 刺激により,細胞内へのNゴの流入を引き起こす。その結果,電位依存性カルシウムチャネル
 からCaレの流入を引き起こす。神経組織の虚血障害には,神経伝達物質であるグルタミン酸が
 excitotoxinとして関与していることが知られているが,近年,グルタミン酸による虚血障害に
 は時間的経過の異なる2つの機序が存在すると考えられるようになった。1つは,神経細胞の浮
 腫を特徴とする早期の障害で,グルタミン酸受容体を介する様々なイオンの流入により神経細胞
 内の浸透圧を変化することによって生ずると考えられる。もう1つは,同じように流入した
 Ca2チやNa↓が原因となり神経細胞内でフリーラジカルが産生されることによって組織が障害さ
 れる機序で,グルタミン酸の放出から数時間たって現れるとされている。
 近年,脳のシナプスから,NMDA受容体と同様の機能を持つ複合体が精製された。その複合
 体は,glutamate-bindingprotein(GBP),CPP((3一[±]carboxypiperazin-4-yl)一propyl-1-
 phosphonicacid)一bin(iingprotein,Gly/TCP(glycine/thienylcyclohexylpiperidine)一binding
 proteinおよび36kDaの未知の結合部位をもつ蛋白質から成り立ち,この複合体は,NMDAR-
 1やAMPA/KAと同じ結合部位を含まず,これまでにクローニングされているグルタミン酸受
 容体やグルタミン酸トランスポーターおよびグルタミン酸代謝関連酵素ともなんら類似性を持た
 ないことが報告されている。また,この複合体は,NMDAやグルタミン酸が細胞に起こす反応
 と類似した機能を有していることが示されており,脳では,海馬や小脳顆粒細胞の細胞体や樹状
 突起に存在し,グルタミン酸誘発神経細胞死に対してGBPが重要な働きをしているものと考え
 られている。
 しかしながら,網膜におけるGBPの局在や役割については不明である。本研究では,凍結切
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 片を作製し免疫組織化学的手法を用い,網膜におけるGBPの局在を調べた。さらに,虚血モデ
 ルを作製して虚血一再灌流障害によって引き起こされるGBPの網膜における変化を免疫組織化学
 およびRT早CR法により検討することを試みた。
 Sprague-Dawley(SD)ラットの視神経を1時間クランプした後,クランプを外し,再灌流直
 後,6時間,24時間,72時間,120時間,168時間後に眼球を摘出し,GBPの網膜における局
 在およびmRNAの発現を免疫組織化学およびRT-PCR法により検討した。
 虚血負荷をしない正常網膜では,GBPの免疫反応性は神経節細胞層,内網状層,内顆粒層に
 認められた。その局在から,それらは,神経節細胞,アマクリン細胞と思われる。虚血一再灌流
 6時間後には,GBPの免疫反応性は,神経節細胞層,内網状層,内顆粒層,外網状層および視
 細胞外節に認められ,再灌流24時間,72時間後には,同じ部位の染色性が強く認められた。再
 灌流168時間後には,外網状層のGBPの免疫染色性が著しく減少した。また,GBPmRNAの
 発現は再灌流24時間後に有意に増加していることがわかった。
 これまでに,ラットの網膜虚血一再灌流障害実験モデルにおいて1時間の虚血では,再灌流24
 時間で内顆粒層での神経細胞死がピークに達することが報告されている。
 本研究で得られた結果から,GBPは虚血一再灌流障害によって引き起こされる網膜内層におけ
 る神経細胞死に関与していることが明らかになった。
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 審査結果の要旨
 グルタミン酸は興奮性シナップス伝達物質として知られ,網膜では視細胞,双極細胞,一部の
 アマクリン細i胞,神経節細胞で利用されている。その受容体には2種類存在し,NMDA型,
 NON-NMDA型のイオンチャネル内在型と代謝型がある。このNMDA型受容体と同様の機能
 を持つ複合体が脳から精製され,これはグルタミン酸結合蛋白(GBP),CPP結合蛋白,
 Gly/TCP結合蛋白,36kDaのたんぱく質からなることが明らかにされ,その脳内での局在,グ
 ルタミン酸による虚血障害時に興奮性毒として働く場合のGBPの機能が調べられてきた。
 本研究は脳とその発生を同じにする網膜におけるGBPの局在,虚.血再潅流時における変化な
 どを免疫組織学的に研究したものである。またその発現は量的にもRT-PCR法によって検討さ
 れている。
 その結果正常網膜では神経節細胞層,内網状層,内顆粒層,に存在すること,その形態から神
 経節細胞,アマクリン細胞であると予想した。虚血再灌流モデル網膜の免疫染色から,再灌流6
 時間後にこれらの層に増加が認められ,24時間,72時間後にも増強されていた。これらの増強
 はGBPmRNA発現からも確認された。これらの結果は先に報告されているグルタミン酸の虚.血
 に伴う網膜内の局在の変化ともよく説明できるものである。
 予備審査では論文の目的,虚.血再灌流モデルの意味,実験の細部にわたる記述等が指摘され大
 幅な訂正が要求された。いずれも指摘された事項は訂正されおり,博士論文として妥当と評価さ
 れた。
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